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Recenzja pracy doktorskiej mgr Aleksandry Makowieckie;j
pt. ., Wplyw zelsoliny i tymozyny p4 na inwazyjnos¢ komorek czerniaka”
wykonana pod opieka promotora dr hab. Doroty Nowak, prof. UWr. oraz promotora

pomocniczego dr hab. Antoniny Mazur

Oceniana praca doktorska dotyczy niezwykle istotnego problemu pojawiajacego si¢ w
przebiegu choroby nowotworowej, jakim jest nabywanie zdolnosci komorek do
przerzutowania, co wiaze si¢ z dramatycznym pogorszeniem mozliwosci terapeutycznych. W
swoich badaniach Autorka skupita si¢ na cytoszkielecie komorek ludzkiego czerniaka, a w
szczegoOlnosci na roli, jaka odgrywaja w rozwoju choroby nowotworowe; dwa biatka
uczestniczace w regulowaniu dynamiki polimeryzacji aktyny, mianowicie zelsolina 1 tymozyna
B4.

We wstepie swoje] pracy Autorka poruszyla szereg zagadnien bezposrednio
nawigzujacych do tematyki badan. Rozpoczeta od opisu biologii melanocytow, omowita proces
przerzutowania 1 najistotniejsze zdarzenia prowadzace do niego. Wiele miejsca poswiecita
takze roli cytoszkieletu aktynowego, a takze przyblizyta dotychczasowe odkrycia zwigzane z
biatkami bedacymi przedmiotem jej badan. Ta czes¢ pracy doktorskiej jest bardzo dobrym
wprowadzeniem merytorycznym i jednoczesnie mocnym uzasadnieniem dla podjecia tych
badan, gdyz dotychczasowe doniesienia naukowe dotyczace roli zelsoliny 1 tymozyny 4 w
rozwoju choroby nowotworowej nie sg kompletne, a bywajg jednoczesnie niejednoznaczne. Na
podkreslenie zashuguja przygotowane przez Autorke schematyczne ilustracje, ktore ulatwiaja

sledzenie tresci wstepu i podsumowuja zaprezentowane dane z piSmiennictwa naukowego.
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Aby zrealizowa¢ cel badan autorka wykorzystala 2 linie komoérkowe ludzkiego
czerniaka o zroznicowane] ekspresji zelsoliny 1 tymozyny [B4. Wykonata takze szereg
modyfikacji genetycznych jednej z tych linii, aby uzyska¢ komorki pozbawione zelsoliny
(knock-out, technika CRISPR-Cas9) lub stosujac shRNA — komorki z wyciszong ekspresja
tymozyny B4. Ponadto w komoérkach pozbawionych zelsoliny wykonala nadekspresj¢ jej
poszczegOlnych izoform. Autorka uzyskata szereg klondéw komdrkowych i w ten sposob
zyskata doskonale narzedzia do dalszych analiz. Nalezy podkresli¢ szeroki zakres technik
biologii molekularnej oraz obrazowania zastosowanych przez Autorke, w tym wspomniane
techniki uzyte do uzyskania wariantow genetycznych komorek, mikroskopie sit atomowych,
konfokalna, cytometrie przeptywowa, western blot, itd. Swiadczy to o jej wszechstronnosci i
doskonatym warsztacie badawczym.

Z mnogosct zastosowanych technik wynika wiec bardzo bogaty zaséb uzyskanych
wynikow. Rozdzial prezentujacy wyniki badan, jest bardzo starannie przygotowany, zawiera
szereg bardzo dobrze opracowanych wykreséw oraz ilustracje prezentujace wyniki uzyskane z
zastosowaniem roznorodnych technik obrazowania. Autorka napotkala trudnosci zwigzane z
brakiem specyficznych przeciwcial rozpoznajacych tymozyne B4 1 zwigzang z tym
niemoznos$cig zweryfikowania stopnia wyciszenia ekspresji tymozyny B4 na poziomie biatka.
Podkreslic nalezy w tym miejscu duza odpowiedzialnos¢ Doktorantki i skrupulatnos¢ w
dazeniu do rzetelnej prezentacji uzyskanych danych. Mam na mys$li cze$¢ badan, ktore
Doktorantka przeprowadzita w celu weryfikacji specyficznosci komercyjnie dostepnych
przeciwcial 1 pozniej szczegOlng uwage poswigcong ostroznosci w interpretacji uzyskanych
wynikow. Mimo tych trudnosci, Autorce udalo si¢ wykaza¢ istotng role tego biatka, jako
majacego udziat w zdolnos$ci inwazyjnej komorek A375, poprzez wplyw na rearanzacje aktyny
filamentarnej, na ekspresje bialek filamentow posrednich, udziat w tworzeniu ognisk
adhezyjnych, proces przejscia epitelialno-mezenchymalnego oraz wplyw na pojawienie sie
markerow komorek macierzystych. Tak wiec badania te jednoznacznie wskazywaé¢ moga na
niekorzystng role tego biatka w progresji czerniaka.

Natomiast wyniki badan dotyczacych roli zelsolingy w tym procesie nie sg tak
jednoznaczne, ale powoduje to jednoczesnie, ze s rownie ciekawe i otwierajg droge do

prowadzenia dalszych badan w celu rozwiklania zagadkowego charakteru tego biatka. W
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szczegblnosci zainteresowanie budzi dysonans (przynajmnie] pozorny) dotyczacy wyraznie
ostabionego potencjatu inwazyjnego i migracyjnego komorek pozbawionych zelsoliny, przy
jednoczesnym zwigkszeniu poziomu bialek zwiazanych z cechami komorek macierzystych
nowotworu. Czy Doktorantka moglaby podja¢ si¢ przedyskutowania mozliwych przyczyn,
jakie leza u podioza takiego zjawiska? Czy np. uklad dos$wiadczalny, w ktorym oceniano
inwazj¢ 1 migracjg, a w szczegoOlnosci sktad, czy raczej struktura matrizelu, mogly by miec
wplyw na uzyskany wynik? Mam na mysli np. publikacje pokazujace, jak istotne znaczenie dla
potencjatu migracyjnego, takze komorek macierzystych, ma struktura kolagenu (np. Biophys J.
2017 Mar 14; 112(5): 1023-1036).

W trakcie analizowania wynikéw badan zaprezentowanych w pracy doktorskiej mgr
Aleksandry Makowieckiej nasunelo si¢ pytanie odnosnie techniki western-blot. Autorka w
rozdziale omawiajacym metodyke wspomina: | sprawdzono czy na Sciezkach natozono réwna
ilos¢ biatka”, jednakze nie wiadomo w jaki sposéb tego dokonano. Czy wykonano kontrole w
postaci np. oceny ekspresji beta-aktyny lub np. wykonano analize densytometryczng catych
sciezek, aby uzyska¢ dane do normalizacji zawarto$ci mierzonego biatka w stosunku do biatka
calkowitego czy biatka uznawanego za konstytutywne? Jest to istotne w kontekscie analiz
densytometrycznych i1 prezentacji tych wynikdéw w postaci znormalizowanej. Chciatabym takze
zapyta¢ o sposob wyboru genu referencyjnego do analiz real-time PCR.

Prowadzac krytyczng analize uzyskanych danych w rozdziale dyskusja, Autorka
udowadnia swoja dojrzalos¢ jako naukowca. Uwazam, Ze ta czeS¢ pracy jest przemyslana, a
wspomniane krytyczne podejscie Autorki do uzyskanych wynikow jest wielkg zaleta
Doktorantki 1 §wiadczy o jej odpowiedzialnos$ci i zrozumieniu zalet i wad stosowanych technik
badawczych, a takze mozliwych bledow interpretacyjnych, ktoére mozna popetni¢. Prace
wienczy obszerne podsumowanie wynikow, zilustrowane schematami. Podsumowanie to,
podobnie jak podsumowania pod koniec konkretnych rozdzialoéw wynikéw sg bardzo pomocne
w analizie te] bogate] w wyniki pracy. Brakuje tylko wnioskoéw, cho¢ sg zawarte w dyskusji,
jednak wydaje sig, ze ich wyodrebnienie bytoby z korzyscia dla czytelnosci pracy.

Z obowiazku recenzenta wspomnie¢ musze¢ o dos¢ licznych bledach literowych i
redakcyjnych, ktore przewijaja si¢ przez caly tekst, jednakze nie wplyneto to na catkowity

bardzo pozytywny odbior pracy, ani oczywiscie na wysoka warto$¢ merytoryczng pracy.
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Chciatabym jedynie wspomnie¢ o niezrecznych sformutowaniach, jak np. .ilo$¢ komoérek”,
zamiast ,liczba” czy tez uzycie, w moim odczuciu zargonowego sformulowania np. ,.spadek
macierzystosci komoérek”.

Podsumowujac, chce podkreslic imponujgcg prace, jaka wykonata Doktorantka,
przeprowadzajac liczne badania z zastosowaniem nowoczesnych technik biologii molekularnej
oraz z wykorzystaniem zaawansowanych technik obrazowania. Pozwolitlo to zgromadzié
szeroki zakres danych, z opisem ktérych Doktorantka poradzila sobie znakomicie, uktadajac
dane w logicznie poukladane podrozdziaty. Bardzo czytelne wykresy i pieknie opracowane
zdjecia mikroskopowe doskonale prezentuja uzyskane wyniki. Sposob przeprowadzenia
dyskusji, $wiadczy za$ o duzej dojrzatosci naukowe] doktorantki. Wszystko to w mojej opinii
swiadczy o wyrdzniajgeym si¢ charakterze ocenianej rozprawy. Dodatkowo, Doktorantka jest
wspotautorka 6 publikacji naukowych, w tym pierwszg autorka jednej pracy. Publikacje te w
wiekszosci sg zwigzane z tematyka pracy doktorskiej, ale nie sg oparte na jej wynikach. Stad
wniosek, ze Doktorantka aktywnie uczestniczy w pracach zespolu, w ktérym pracuje, nie
ograniczajac si¢ tylko do realizacji wlasnych badan.

Wobec powyzszego, uwazam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr
Aleksandry Makowieckiej pt. ,.Wphyw zelsoliny i tymozyny p4 na inwazyjnos¢ komorek
czerniaka” spelnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim okreslone w Rozporzgdzeniu
Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 19 stycznia 2018 r. w sprawie szczegolowego
trybu i warunkow przeprowadzania czynnosci w przewodzie doktorskim, w postgpowaniu
habilitacyjnym oraz w postepowaniu o nadanie tytulu profesora, a dorobek naukowy
kandydatki uzasadnia nadanie stopnia naukowego doktora nauk biologicznych w dyscyplinie
biochemia, tym samym wnioskuje do Rady Naukowej Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu
Wroctawskiego o dopuszczenie Pani mgr Aleksandry Makowieckiej do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie wskazujgc na wysoka wartos¢ merytoryczng uzyskanych wynikow i

wysoka aktywnos¢ publikacyjna Doktorantki sktadam wniosek o wyr6znienie rozprawy.




